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Zusammenfassung • 

Die Erlindung betxifft Silikon-Dichtungen z'ur.Messung von 
Gaskonzentrationcn, Verfahren zui: Hersteilung dieser Dichtun- 
5 gen und Verfahreri . zur Hersteilung von Mikrosonden unter 

Verwendung dieser Didhtungen. Die Dichtungen weisen eine hohe 
Permeabilitat fQr den Analyten auf, sind elektrisch isolie- 
rend und kGnnen In Mikrosonden realisiert werden. Die erfin- 
dungegem&ften Mikrosonden sihd. besonders g.eeignet fttr phy- 
10 tophysiologische " Messungeri und kOnnen beispielsweis© fttr die 
hoch auflbsonde Messung von Gasen an'einzelnen Stomata von 
Pf larizenblStt'ern verw'cndet werden. 
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Patentanmeldung 

Sllikpn-Dichtungr ftir Mikrosonden 

' . " ■ . • ' 

5 Der- qualitative und quantitative Nachweis ' von Gasen sowie in 
• Flussigkciten gelOsten Gasen und Ionen spielt in Wiss.enschaft 
und Technik einc groiie- Rolle.. Die derzeit realisierten Sohden 
und Sensoren er.Vauben die Best immung von Gasen, Ionen oder 
aus gasf6rmigen Stoffen gebildeten Ionen beispielSweise . in , 

10 • Verbrennungsanlagen,' bei der Kontrolle von Abgasen und in 

zahlreichen biologischen Systemen. Dabei kommen verschiedene 
. Messverf ahren fur die Subs tanzbestimmung zum Einsatz, wobei . 
die Verwendung einos bestimmten Analyseverf ahrens von Charac- 
ter ' und voraussichtlicher Konzentration des zu bestimmendeja 

15 Stofles und, dem Einsatz- bzw, Messorf {Makro- oder MikromaA-* 
stab) abharigt- ' ' * 

Zur Detektion geeignet sind solche physikalischen und / oder 
chemischen Eigenschaften des Analyten, die eindeutige Rtick- 
schiiisse auf seine Natur zulassen und die sich proportional 

20 zu seiner Konzentration vcrandern, Zu' den cingesetzten Mess- 
verfahren z&hlcn potentiometrische und amperometrische Ver- 
fahren spwie Messungen von Leitf ahigkeit , Temperatur, Druck 
bzw. Partialdruck, ' Resonanzf requenz und magnetischer Suszep- 
tibilitat,, Je nach Messanordnung und Natur des Analyten und 

25 der Messeinrichtung kann die Anderung der Eigenschaf ten des 
Analyten (Primarsubstanz) dirckt bestimnvt werden, oder der 
■ Analyt wird in eine Sekundarsubstanz ttberfiihrt, welche dainn 
gemessen wird- Im letztgenannten Fall mussen Prim&r- und 
Sekundarsubstanz in einem definierten mathemat ischen Verhalt- 

30 nis zueinand^r stehen. 

Urn Analyten auch in Subs tanzgemischen bestimmen ?u konnen, . 
werden h^ulig Messapparatureri eingesetzt, bei d'enen. der 
eigentli'che Messbereich durch eine semipermeable Membran vom 
zu untersuchenden Gemisch getrennt ist. Im Idealfall kann' 
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diese Membran nur von einem Oder wenigen der zu anaiysiercn- 
den Stoffe passiert werden. Diese Membran kann beispielsweise 
aus Glas, Kunststoffen / Polymeren Oder metallischen Verbin- 
dungen beslchen. Silikomnembranen sind seit langem im Einsatz 
in Messsonden fur Kohlendipxid und 'Sauerstoff . Der none 
elektrische Widerstand von Silikonen gewahf\leistet' bei Benut- 
zung in leitenden Medien, dass das elektrische Potential der 
Messlosung nicht den Sensorstromkreis beeinflusst. 



Beschireibuixg und Stand der Technik 




Derzeit sind vcrschiedene Elektroden und Sensoren bekannt, 
mitdeneri gasformige Stofle oder in Flussigkeit geloste* Gasc 

15 und Ionen bestimnvt werden konnen. Dabei • werden verschiedene 
chemische und physikalische Parameter genutzt, um die zu 
bestimmenden Analyten ggf - ' auch in Subs tanzgemischen zu 
identifizieren. Viele Messmethoden bedienen sich verschiede-' 
ner Rlektroden aus Etielmetallen und ihren Salzen. Das Salz 

•20 kann daboi j cs nach Ausfuhrung der Elektrode in geloster oder 
fester Form vorliegen. Die Detektion des Analyten kann bei- 
spielsweise durich amperometrische Oder potentiometrische 
Messung erfolgen." Nachteilig fur die Messung sehr kleiner 
oder sich' rasch Mndernder Analy bkonzentratiqnen sind die 

25 meist zu hohe Nachweisgrenze des * Sensors , eine zu geringe 

Selcktivitiit fur einen bestimmten Analyten in einem Gemisch 
sowie der Zeitbedarf bis zum' Erhalt des Mosssignals- 
Allen Messanordnungen ist gemein* dass sich zwischon dem 
Messmedium und dem Detektionssystem eine semipermeable Mem- 

30 bran befindet, die nur fur den Analyten oder das 'Gemisch .der 
zu analys.lerenden Substanzen durchl^ssig . ist, ' um auf diese 
Woise die Selektivitat der Messung zu erhohen. 
Die DE 19921 532. A1, DE 96402705 T2, DE 69031901 T2, DE 
19914628 Al und WO 97/46853 ■ beschreiben Sensoren, die Gase 

An-125/Han 
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amperometrisch, potentiometrisch oder ttber Partlaldruck, 
Temperatur, eleklrischc und Warmeleitf ahigkeit bzw, Adsorpti^ . 
on bcstimmen. Sauerstoff l&sst sich nach DE 3541341 C2 durch 
Messung der 0 2 -abhangigen Anderung der magrietischen Suszepti- 
5 bilitat messeru ' Die DE 19602861 C2 beschreibt eihen Sauer- 
stoff$erisor, der aus einer Dialysemembran, einer Silber- 
Silberchlorid-Ahode' und einer Kathode ■ aus Silber oder Platin 
besteht. Die Membran wird aus einem- Gel hergestellt, das 
sowohl ein Salz als auch e±n Enzym cnthalt.. Im Gegensatz zur • 

10 vorliegenden Erf indung haridelt es sich; nicht um ein elekt- 
• risch isoliorondes Polymer. 
.Es existieren zahlreiche Verof f ent lichungen zur Messung von 
.Ionen in biologischen Proben; Die DE 4013665 C2 beschreibt 
Schwingquarzsensoren, deren Resonanzf requenz von der Ana'lyt- . 
.15 konzontration in der Frobenf itlssigkeit abhangt,* wobei Storun- 
gen des . SLoIfwechsels biologischer Proben nicht auszuschlie- 
Ben sind. In DE 69415644 T2 ist eine. chloridsensitive Elekt - 
rode unit einer Silikonmembran zur Messung von Chloridionen 
beschrieben. Eine Bakterien enthaltende Mikrosonde zur Be- 

20 stimmung von Nitrat ist in WO 99/45376 crlautert. Die DE • . 
3813709- Al und DE 69514427 T2 beschreiben Elektroden zur 
Messung von Substanzen in Korperf lttssigkeiten, die eirie 
Polymerschicht mit aktiven Enzymen enthalten. In DE 10018750 
Al wird eine Elektrode beschrieben, die aus einer intrinsisch 

25 . ieitf£higen r ■ polymeren Kontaktschicht und einer ioneriselektri - 
ven Glasmeinbran bestehen. 

Alle genannten Elektroden und Sensoren sind j-edoch. nicht fur 
die Messung kleinster Konzentrationo.n oder Volumina in biolo- . 
gischen Proben geeignet. 
30 ' * 

Das M'essprinzip vieler Sensoren beruht auf einer st6chio^ 
metrischen Umsetzung eines Primaranalyten zu einem Sekundar- 
analyten. In vielen Fallen enthalt die Messanordnung einen 
Stromkrels, der auf die Konzentration bzw. Aktivitet des 
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Sekundaranalyten reagiert und ein von (desseri Konzentration 
abhangiges Messsignal lief art. Bei potcntioznetrischen Sonden, 
die auf Grund der erf orderlichen Messempf indlichkeit Me'sssig- 
nale in der .Grdftenordnung von 50 ^V erkennen mussen, muss der 
5 Stromkreis des Sensors von der . Probe elektrisch isoliert 
sein, damit das elckLrische Potential der l?robenf lussigkeit 
nicht das Mesjsergebn'is verlMlscht. Vorteilhaft 1st weitorhin, 
. die VerdUnhung cies Sekundaranalyten durch, Diffusion aus dem 
Sensor durch geeignete Membranen : zu unterbindch. Silikone 
10 kSnnen chemisch so beschaffen sein, dass, sie elektrisch- 
ieolierende und (gas-) permeable Eigenschaf ten vsreinen. 



Die bisher genannten Erfindungen weisen Membranen mit perme- 
15 ablen f aber nicht elektrisch isqlierenden Eigenschaf ten auf. 
Dagegen beschrelben die DE 69519698, T2 har.tbare Silikonzusam- 
mensetzungen'' ftir Trenntiberztige, die jedoch nicht gaspermeabel 
sind, und in der DE 4118667 Al 1st ein Ablei telement far 
potentiometrische Messketten dargestellt , das aus gas- und 
20 f lussigkeitsdichten Silikpnkl ebern und Vergussmassen her.ge- 
' stellt wird. Bei den beiden letztgenannten Erfindungen ist 
die beschriebene DichLung zwar elektrisch isolierend, aber 
nicht fttr Analyten permeabe.1 . 

25 Semipermeable Membranen in den bisher genannten Erfindungen 
konnen nicht zur dauerhaften elektrischen Isolieryng einer 
Elektrolytlosurig in' Mikrokapillaren verwendet warden. Keine 
" der aufgefiihrten Erfindungen' vereint elektrisch isolierende 
mit semiperroeablen Eigenschaf ten in einer Mikrosbnde. Diese 
30 Kombination ist jedoch zwingend notwendig, • urn mit hoch cmp- 
" findlichen potentiometrischen Mikrosonden kleinste Analytkon- 
zentrationen im MikromaJistab zu messen, ohne dabei das die 
Sonde umgebende System zu sb6ren oder zu verandern. 
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Zttr F,rz.i e"lung mechanisch stabiles Silikondichtungen muss ein 
ausreichender Vemetzungsgrad der SilikonbestandLeile gewMhr- 
leistet sein. In' der Elektronik sind Silikone ublich, deren 
Vernetzung bei Raumbemperatur in Ariwesenheit von Luftfeuch- 
5 tigkeit abliiuffc (z„B. Dow Corning** RTV 3140), Deren FlieBfa- 
higkeit' 1st. fur ein Eindringen in brockene Mi'krokapillaren 
ausreichend. Es ist jedpch aiif Grund der hohen Grenzf lachcn- 
spanhung zyischen silikon- und wassriger Phase technisch sehr 
schw.ierig, innerhalb sehr onger Mikrokaplllaren eine entspre- 

10 chcndc Grcnzfl&che aufzubauen, da dies energetisch ungtinstig 
ist. Die wSf?sri ge • Phase muss von innen mit Hilfe noch engerer 
Ftillkapillaren direkt an die.Dichtung gespritzt werden. 
Allein zum -Au^stoften des Wassers aus den FullJcapillaren ist 
ein hoher Injektion'sdruck erf orderlich.* Der Energieaufwand t 

15 steigt noch dureh die aufzubauende hone Grenzf lachenspannung . 
Entsprechend dem energetisch gunstigeren Zustahd verbleibt 
oft Luft zwischen hydrophober xmd wassriger Phase. 
Ein anderer Lechnischer Ahsatz besteht darin, die Phasengren~ ! 
ze bereits an der Offnung der Mikrokapiilare aufzubauen, 

20 indem eine bereits mit Wasser gefullte Mikrokapillare in ein 
geeignetes Silikontfl getaucht wird und im Inneren der Kapll- 
lare ein Unterdruck crzeugt wird. Nach dem bisherigen Stand 
der Technik sind allerdings keine bei Raum temper a tur verneL- 
2ehden Silikonf ormulicrungen bekannt, deren Flieflf ahigkeit 

25 fUr eine ausreiehende Zeitspanne grofl genug ist, dass das 
Einsaugen in sehr feine wassergefiillte ' Mikrokapillaren ge- 
lirigt. Eine Gas-Mikrosonde mit Silikondichtung, basiererid auf 
einera handelsiiblichen Silikonelastomer, wurde bereits von ' 
Hanstein'et al. publiziert (S. Hanstein, D. d'e Beer and,H. , , 

30 Felle, Sensors .and Actuators 2001, B81, 107-114) 1 . Die dort 

vorgestellne Sonde besitzt eine Dichtung aus Silikonmasse fUr 
Dispersionsuberzttge, die in einem eins Lufigen Prozess herge- . 
stellt wurde. Gegeniiber der hier vorliegenden erf indungsgem3- 
lien Silikondichtung und dem erfindungsgemaiien Herstollungs- 

An. 125/Han 
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verf ahren ist die bereits pub.lizierte* Dichtung unvorteilhaf t , 
dcnn die Verhetzungsreaktion der verwendeten Sil'ikonmischung 
setzt bereits bei Kontakt mit der wassrigen' Phase ein und ( 
e^rhobt somiL die Viskositat dee Silikons derart, dass nur 
' 5 hochstens eine, von vier '"Sensorspitzen erfolgreich abgedichtet 
warden kann ; Eine weitere Miniaturisierung der Sonde ist itiit 
dern bereits. publizierten Verfahren unmSglich. 

t- Das erfindungsgemafte zwoistufige Herstellungsverf ahren far 
; 10 Silikondichturigen zeichnet sich gegemiber dem Stand der ^ 

.Technik dadurch*' aus, dass sie das Einziehen. dfer Phasengrenze' 
zwischen wSssriger ' und hydrophober Phase in ehgen Mikrokaipil- 
laren entschcidend erleichtert bzw. bei sehr engen .Mikroka- 
pillaren erst ermSgliclit- Bei dem erf indurigsgemaflen Herstel- 

15 1 lungsverf ahren wird ein zu schne^les Auspolymerisieren der 
flussigen Silikonmasse vcrmieden. Die Lange der in der Son- 
denspitze befindlicheh Silikonphase lasst sich bei Bedarf 
,nachtr£glich noch- verringern. .Rotscheidende Vortei le des 
erfindungsqemaften Herstellungsverf ahrens liegen darin begrtin- 
' 20 det, dass cs mil einem* gegenUber dem Stand der Tfechnik deut- 
lich verminderten fc'ert igungsausschuss verbunden ist, Des 
weiteren weist die erf indiingsgemafte Dichtung dadurch eine 
hbhere Messempf indlichkeit auf, dass eine geringe Dicke der 
Silikondichtung effizienter erzielt werden kann. Die erh5hte 

25 Messempfindlichkeit bedingt bei niedrigeren Analytkonzentr'a- 
tioncn besser reproduzierbare Messergebnisse. Die erfindungs- 
gemafie neuartige Silikondichtung. erftillt die Voraussetzungen, 
dass der interne Stromkreis des 'sensors elektriscb von der 
Analysefltissigkeit bzw. dem Analyseobjekt isoliert wird und 

30- gleichzeitig eine hohe ; Permeabilitat fUr die zu analysierende 
Substanz gewahrleistet ist. 
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Aufgabe der Errindung ist es, Dichtungen fttr Mikrosonden 
bereitzustellen, wobei diese Dichtungen die bekannteri 
Nachteile des Standss der Technik\aussch'alten. Diese Aufgabe 
wird erf indungsgemafl' geldst dwrch Dichtungen,- die eine hohe 
Permeabili LcLt ftir den zu mesaenden ,Analyten aufweisen, elekt- 
risch isolierende Eigenschaf ten aufweiseri ,und .in Mikrosonden 
fealisiert werden kttnneri . Bcvorzugt bestehen diese Dichtungen 
aus einem nicht vernetzencjen Siiikon geringer ViskositSt uhd 
einem vernetzeriden Siiikon; ■'■ 



Die erf indungsgemafie Dichtung findet Anwendung i.n Mikroson- 
den, mit .der'en Hilfe Substanzen im Mikromafistab analysiert 
werden kdnncn, die durch das jeweiliga Siiikon permeioren 
ktfnnen. Die Erfindung gesLattet (die Konstruktion sehr kJei- 

15 ner, hoch empf indlicher und selektiver Sensoren, welchc den ' 
' Stof fwechael biologischer Proben nicht beeintrachtigen oder 
.verandem. Sie' ist geeignet ftir Mikrosonden, die im zellbio- 
logischen Bereich zurn Einsatz kommen, z*B. zur Messung der 
Konzentration von CO2 und 0j> als Steuergroflen des zellulSren 

20 Energiestof fwe'chsels und der zelluiaren Stof f aufnahme oder ' 
zur Messung der Bildung von C0 2 und NH 3 in . Inf ektionsherden 
an Wirtszellen Oder an* mi kr obi ell en Pathogenen. 
Durch Dotieren dels Elektrolyten hinter der Silikondichtung 
mit einem geeigncten. .Enzym ist es mc-glich, einen bestimmteh 

25 Primaranalyten aus einer biologischen Probe selektiv zu einem 
SekundaranaLybori umzusetzen. Bei Verwendung der erf indxingsge- 
maBen Silikondichtung in einer Sonde in Kombination mit der 
Enzymdolicrung des Elektro] yteh und einer geeigneten Mess- 
elektrode ist es moglich, den Sekundaranalyten amperomctrisch 

30 oder potentiometrisch zu messen. 

Konstruktionsbedingt eignet sich die Dichtung besonders fur 
Sonden, mit denen beispielsweise Kohlendioxid an einzelnen 
. Stomata (SpalL&flnungeri) von Pf lanzenbl&ttern < als Steuergrafte 
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von Offnungs- und Schliefcbewegungen der Stomata gemessen 
werden kann. . . 

• Eine weitere Aufgabc der Erfindung 1st eg, ein Verfahren *ur 
5 Herstellung von Dichturigen bereitzustellen, die fur Analyten 

permeabel, elektrisch isolierend und- in Mikrosonden reali- 
sierbar sind. 

Diese Aufqabe wird erf indungsgemSfi gcl6st durch ein Verfah- 

• ren,' cine Silikondichtung in zwei Stufen herzustellen. Dabei 
•10' wird im ersten Schritt ein nichl vernetzendes Silikonol mit' 

niedriger Viakositfit in die .Spitze einer Mikrosonde einge- ■ 
* ' brachL. Die niedrige Viskositat erlaubt ein Einsaugen durch- 
1 fei'ne Sondenspit zen, beispielsweise durch 2 pm ehge Glas- 
Mikropipetten. Das Ednsaugen geschieht mit Hilfe eines..Adap- 
15 tersi Im zweiten Schritt wird dieses nicht vernetzende . Sili- 
konol mit einem vernetzenden Silikon in Kontakt. gebracht, so 
dass die Vernetzung erst dann eintritt, wenn sich das Silikon 
in der korrekten Position innerhalb der Sondenspitze .befin- 
det. Die- niedrige Viskositat des nicht vernetzenden Silikon- 
20 ols ist Voraussetzung' fur die Platzierbarkeit des Gemisches 
aus beiden SilikonGlen innerhalb der Spitze der Glas- • 
Mikropipetto. Die Vermischung der beiden Silikonole im Mikro- 
Malistab wird ' durch die Dif f usionsbewegung der Silikonmolektlle 
geleistet. 

is 

Eine weitere Aufgabe der Erfindung ist es, ein Verfahren zur 
HersLcllung einer Mikrosonde untcr Verwendung der eff iridungs- 
gemSflen Pichtung bereiLzustellen . Dieses Verfahren wird 
erf indungsgem&fc gclost, indem zun&chst (wie oben beschricben) 
30 eine erf in dungs gem^Be Dichtung in einer . Glas-rMikropipettc 
hergestellt wird. Unmittelbar danach wird von hinten eine 
cnzymhaltige Losung in die Crete Glas-Mikropipette einge- . 
bracht; , anschliefiend h^rtet die frisch. her.gestellte Dichtung 
aus. Danach wird eine zweite Glas-Mikropipette mill* einer 

An-3 25/Han 
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LSsung aus clnem Protonen-sensi tiven Cocktail und PVC.in THF 
. be'fullt. ^Durch Verdampfen des Ltfsungsmittels THF bildet sich 
ein fcsstes PVC-Gel.* Das Teste PVC-rGel wird z-unachst mit 
unverdunntcm Protonen-sensitivem Cocktail und dann mit einem! 
5 Referenzpuffer, uberschichtet . Zuletfzt' wird eine Arbeitselekt- 
rode eingesetzt. Die ersLe Glas-Mikrbpipette rait der erfin- 
dungsgemaBen Silikoridichtung- wird mit einer Elektrode be- 
stackt .(Referenzel ektrbde) , die in die EnzymlOsung hinein . 
• ragt. Danach wird die wie beschrieben vorbereitete zweite 

10 Glas-Mikropipette so in die Spitze der erste Glas- 

Mikropipclbc geschoben, dass die zweite, innere MikropipetLe 
an ihrem dieser Spitze abgewaridten Ende urn etwa 2,5 cm tiber 
die erste, aufcere Mikropipette hinausragt. Die beiden Mikro- 
pipetten werden mil einem Kleber aneinander befesbigt. Das 

15 herausragende Ende der zweiton Glas-Mikropipctte wird mit 
ei.nem konventioncllen Elektrodenhaltcr verbunden» 

Der Stand der Technik kennt zahlreiche Verfahren, um permeab- 
le Membranen, Dichtungen und Isolatorschichten aus silikon- 

20 haltigem Material her zustellen . Die dem Fachmann bekannten ; 
Verfahren sind jedoch nicht geeignet> eine wassrige Phase 
elektrisch dichtend innerhalb einer Mikrosonde zu tlbcrschich- 
ten r deren Spitzen'durchmesser in der GrSftenordnung von 2 um 
Oder darunter liegt.' • 

25 Die erfindunqsqemafte Dichbung zeichnet sich dadurch aus/ dass 
sie ; den zu bestimmenden Analyten einerseits elektrisch iso- 
lieren, andererseits jedoch eine hohe Fermeabilitat fur 
diesen Analyten aufweisen, so dass der Analyt rasch durch die 
Membran hindurch zum eigenblichen Messbereich einer die 

30 Dichtung enthaltcndan Sonde gelangen kann. 

Zur Herstellunq, von erf indungsgemalien Silikondichtungen nach ■ 
dem erf indungsgemalien Verfahren wird ein nicht vernebzendes 
SilikonGl 1 in dio Behalter-Kapillare 6 eingefullt (siehe » • 
Fig. 1) und riiesa waagerechb unter dem Objektiv 2 eines 
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Mikroskops montiert . Die abzuclichtende Gla's-Mikropipette 4 

wird .mit destilliertem Wasser 3 gefUllt und in die Kapillare 

G eingefuhrt. Am anderen End©- des . Glases 5 wird der Adapter- 

kopf 12 aufqesel^L (siehe. Fig. 3), an dessen Ende sich ei.he 50 

5 ml-Spritze 17 befindet. Die Gummidichtung 11 wird_ mit. Hilfe . 

der Dichtungssohraube 12 am Ende 5 der Glas-Mikropipette 

lpefestigt. Ansoh Vieiiend wird die Adaptervorrichtung am NJe- 

tallrohr 13 in. einera Mikromanipulator einge-spannt . Das Me- 

tallrohr 13 1st <uber einen Kunststdf f schlauch 14 und einen 

10 * Draiwegehahn 15 mit einer '50 ml 5pritze 17 iriit Luerlock- 

Anschluss verburidcn. .Durch ' SchliefSen des Dreiweg©hahns 15 und 

Kolbenhub' der ■ Sprit ze 17 wird ein Unterdruck erzeugt und . 

unter mikroskopischer Kontro.1 le nicht vernet7.endes Silikon 1 

in die Glas-Mikropipette 4 eingesaugt. Da die Grenzf lachen- 

15 spannung* zwischen Silikonphase und wSssriger* Phase* in der 

Spitze 4 Uberwunden werden muss,, geschieht • dies ruckartig. 

Dabei wird die notwendige scharfe Phasengrenze ohne Ausbuch- 

tungcn nur darin erzielt, wenn die w^ssrige Phase proteinfrei 

ist. Oberschtissiges Silikon wird in zwei Schritten aus der 

.20 Spitze herausgedrttckt : Zuer'st wird dor Spritzenkolben so weit 

gesenkt, bis der Stopf en maximal fiinf Mai so lang ist, wie er 

in der endgtiltigen Dichtung sein soli-. Anschliefiend werden 
< 

Gias-Mikropipcttc 4/ Adapter, und Spritze aus der Behalter- 
. Kapillare 6 en Hern t. Die Verktirzung des Stopfens auJ: die 

.25 endgiilt-ige Lginge dor Dichtung wird durch Senken des Spritzen- 
kolbens vorgenommen, wobei Uberschttssiges 1 ablauft- Alterna- 
tiv zu dem bier beschriobenen Einsaugverf ahren kann durch 
Zusatz oberliachenaktiver Substanzen (z.B. nichtionische 
Tensdde) zum Wasser die Grenzf lachenspannung zwischen Wasser 

30, und .Silikon herabgesctzt - werden, so' class cin Uberschussf reies 
Einsaugen des Silikons in die Spitze moglich isL. 
Das vernetzende Sili'konol 8 wird auf den Halter 7 aufgetragen 
und in Kpntakt rnit der Glas-Mikropipette 4 gebracht, die mit » 
. nicht vernetzendem Snlikonol beflillt ist (siehe Fig. 2) . Der 

An.l25/Han ' . 
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Halter mit 8 wird auf die Spitze 4' zugefUhrt, und 8 wirkt 
^wei Mai vorzugswei$e 4 5 SeJcunden auf das nicht ve'rnetzende 
Silikonttl 3 ein. Die Unterbrechung der Einwirkung ' verhindert 
die Haftung des vernetzenden Silikonols an der Aulienseite der 
5 Glas-Mikropipe'tte bzw. das Herausziehen des nicht vernetzen- 
den Silikonols beim Entfernen de:s Tropfens aus verne^tzendem 
SilikonBl. Die Glas-Mikropipette darf nicht weiter als 10 Mm 
in das vernetzen&e Silikonol hinein ragen, da sonst der 
' Sondendurchmesscr durch.aiilJen anhaf tender vernetzendes Sili- . 

10* kon61 erh6ht wird. Nach Herausziehen der Glas-Mikropipette, 4 
aus dem nicht vernetzonden Silikon 8 wird die Fiillkapillare 9 
*mit enzymhaltigem Elektrolyt .18 von hinten in die Glas-. 
Mikropipette 4 cingebracht ; Anschliefiend hartet die Dichtung 
fur (Stwa 2-6 Stunden bei Raumtemperatur aus. Alternativ k&nn 

15 das Aush&rten auch bei 40-80 °C in Anwesenhoit von Feuchtig- 
■' keit erfolgen, was den Aush&rteprozess um einxge Stunden 
beschleunigl . Besonders bevorzugt sind Aush&rtezeiten von 4 
Stunden bei Raumtemperatur bzw. \ Sbunde bei etwa 60 U C und 
feuchter warme. 

2.0 \ '. 

Das Enzym 18 in der Fullkapillare 9 dient dazu, einen Prim&- 
ranalyten quantitativ und stttchiomctrisch in einen Sekund&ra- 
. nalyten umzusetzen, welcher anschliefcend gemessen wird. Ein 
besonders geeigiietes Enzym ist beispielsweise Carboanhydrase 

25 (Co*) ; 1 • 

Das Enzym kanri mit * geeigneten Oxidationsschutzmitteln stabi- 
iisiert werden. • Geeignete Oxidationsschutzmittel sind bei- 
spielsweise Ascorbinsaure, Glutathion, Rosmarinsaure, Benzoe- 
• sSurc, Catechino. 
30 Als Transducer zfur.Messunq der Konzentration von Primar- Oder 
Sekund&ranaly t hi nLer der Silikondichtung kommen potentiomet- 
rischc (pli, NII 4 + ) oder amperometrische Miksrosonden zum Ein- 
satz (Vgl. S. Hanstein, D. do Beer and H. Felle, Sensors and 
Actuators 2001, B81 r 107-114) . Sie werplen von dem Endc her, 

An, 125/Han 
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das nicht mit der Dichtung versehen ist, in die Gias- 
Mikrppipette 4 geschoben. 

5 -Die erf indungsgemafic "Mikrosonde -zeichnet sich dadurch aus,. 

dass sie die Vorteile der erf indungsgemaiien Dichtung in einer 
"Anordnung reaiisiert, die so klcin ist f dass sie ftir die 
Messung klein'ster Analytmengen und / oder far Messungen auf 
kleinstem Raum verwendet werdon kann; 

10 Die Hersteliung der erf indungsgem&flen Mikrosonde' ist eine 

technische Weiterentwi cklUng 'einer in der Liberatur beschrie- , 
benen Mikrosonde (vgl..S. Hanstein, . D. de Beer and H, Felle, 
" Sensors and Actuators 2001, B81, 107-114). 

Zur Hersteliung von erf indungsgem&fcen Mikrosonden wird zu- 

15 n^chst eine erf indungsgemafie Dichtung wie besehrieben herge- ' 
stellt. Anschlieiiend wird* ein Protoncn-sensit'iver Cocktail in 
PVC / THET geiast und in edne zweite Glas-Mikropipette (23) 
eingetiillt. Nach . Ver damp fen des LOsungsmitfels bil&et .sich . 
ein festes PVC-Gcl. Das feste PVC-teel wi rd . zun&chst mit 

20- unverdflnntem Prptonen'-sensitivem Cocktail 24 und dann mit % 
einem geeigneten Ref erenzpuf f er uberschichtet . Die zweite 
Glas-MikropipeLbc 23/ der Protonen-sensitive Cocktail 24 und 
der Ref erenzpuf fer bildoh gemeinsam mit einer einzubauenden 
Arbeitseleklrode die pH-sensitive Mikroelektrode 20. Vorteil- 

25' haft wird hierfttr ein. konventionel ler Elektrodenhalter ver- 
wendet,* in den eine Eleklrode integriert ist und der es 
gestaLtct, die pfl-sensitive Mikroelektrode mit einer weiteren 
Elektrode zu verbinden . .Die in den Elektrodenhalter integ- 

rierte Elektrode enthHlt ein Metall und dessen Salz, bevor- 

» 

30 zugt ein Edelmetall und ein Eldelmetallsalz . 

In die erste Glas-Mikropipette 4 wird eine Ref erenzelektrode 
' 21 geschoben. Danach wird die pH-sensitive Mikroelektrode 20 
in die erste Glas-Mikropipette 4 geschoben und .so nahe wie 
mBglich an der Silikondichhung 22 platziert, etwa 20 jimi von 

An. 12b /Han 
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der Spitzcnbffnung entf ernt . Die beiden Glas-Mikropipetten ' 
werden' sof ort mit Kleber 19 .aneinander befestigt, wobci etwa-. 
2,5 cm des der Dichtung abwandten Endes' der pH-sensitiven 
Rikroelektrode 20 frei bleibcn. Dieses Ende 25 wird in einen 
konventionellcn Elektrodenhalber eingefuhrt. 1 



AusftLhrungsbeispiele 

f 

. 10 1- Verfahren zur Herstellung der Dichtung 

i 

Als nicht vernetzendes Silikonol wurde Dow Corning .Produkt 
200 (R) Fluid mit einer Viskositat von 0 r l Stokes (25 °C) und 
einer Aktivitat von 100 % eingesetzt. Die verwendete Behal- 

15 \terkapillare hatte einen Innendurchmesser von 2 mm. Die 

abzudichtende Glas-Mikropipette wurde vor Herstellung der. 
Dichtung mil 1 uin sterilem dest3 lliertem Wasser gefullt. 'Als 
vernetzendes Silikonol dienle Dow Corning Produkt (R) 1340 
RTV Coating. • . 

20 Alternativ konnen als verne'Lzcndes Silikonol ' auch Gemische 
1 auseinem Silanol miL einer Viskositat von 50-120 cSt, z.B. 
Dow Corning Produkt DC 2-1273, Oder einem Silanol mit einer 
Viskositat von 2.000 cSt, z.B, Dow Corning Produkt DC 3-0133, 
jeweils gemischt. mit 5-10 Gew.-% Methy] trimethoxysiloxan , 

25 eingcsetzt werden. 1 



,2 , Verf ahren zur Benutzung der Dichtung in einer Mikrosonde 

- 

und Herstellung der Mikrosonde 

30 Die Dichtung und die Mikrosonde werden wie oben beschrieben 

hergesbcllt. Glas-Mikropipette 4 und Fullkapillare mit Enzym- 
clektrolyt 9 bestehen aus Glas, vorzugsweise Borosilikatglas 
(z.B. von Fa. Hilgenberg GmbH, Malsdorf , Deutschland) und 
werden vor Herstellung der Dichtung mit einer L6sung von 0,2% 

An. 125 /Han • 
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Tributylchlorsiaan in Chloroform nach dem Fachmann* bekannten ■ 
Vorfahren .silanisiert. ' 
Um die Dichtung in einem Sensor zur C0 2 -Messung zu verwehden, 
wird in die Ftillkapillare 9 eine Carbpanhydrase-Ldsun'g einge- 
5 fullt, Hierzu wcrden zunachst cine.l%-ige Stockiosung von 
* Chloramphenicol in tfthanol und'eine Pufferlc-sung aus 1 mM 
NaHCO-j und 100 mMNaCl (pH 8,3) hergestellt. Die EnzyrnlSsung ■ 
wird ansch]] eflend - aus 0,4 ml der beschriebenen NaHCOa^ 
Puf f erlc-sung,' 3, mg lyophilisierter Carboanhydrase und 2 }*1 
10' Chloramphehicol-StocklBsurig angesetzt und sofort fttr die 

'Beftillung der Ffi] Ikapillare verwendet - Die Carboanhydrase 16^ . 
sung wurdc vor dem Einfiillen mit einem Oxidationsmittel 
s'tabilisiert, bevorzugt mit b mM Aacorbinsaur© . 

15 Um die Dichtung in einem COz-Mikrosensor ,zu vorwenden> wird 

eine weitere Glas-Mi kropipette (AuJiendurchmesser 1 mm, Innen- 
durchmesser 0,6 mm) aus Borosilikatglas wie oben beschrieben 
silanisiert. Ein dem Fachmann bekannter Protonen'-sensitiver 
hydrophobes Cocktail, bevorzugt Fluka Produkt ■ #95297> Hydro- 

20 gen ionophore Il-Cocktad I A, Selectophore^, wird in einem 
Gemisch aus 40 mg PVC ? / ml THF im Verhaltnis 30:70 (v/v) 
gelttst. Diese (hydrophobe) LGsung wird mit, Hilfe einer Fiill- 
kapillaxe von hintcn in die zweite Glas-Mikropipette . einge- 
fttllt. Durch die Verwendung einer silanisier ten Glas- ' 

25 Mikropipette sammeit sich die (hydrophobe) Losung in der 

Spitze der Glas-Mikropipette, ohne'aus dieser hinauszulauf en. 
Das THF wird im Vakuum abgezogen, wodurch sich ein festes 
PVC-Gel bildet. Das f este ' PVC-Gel wird zunachst mit unver- 
dOnntem Protonen-sensitivem Cocktail ttberschichtet , anschlie- 

30 fiend mit Ref eren?.puf f er . Ref crenzpuff er : 100 mM 2- [N- 

Morpholino-J ethansulf onsaure wird mit einer Losung von 100 mM 
Tris (hydroxymethyl j -aminomethan auf pU 8,3 eingestellt, dann 
werden 100 mM KCl hinzugoftigt. 

An.l2b/Han 
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Als Referenzelektrode {Einbau in die erste Glas-Mikropipette) , 
wird eine Silber-Silberchlorid-Elektrode ( verwe'ndet , Herstel- 
lung: Ca..l ram- der Tef lonbeschichtung eines TeflOn- 
beschichteten Silberdrahles werden abgeiest uhd die' blanke 
5 Silberspitze 3 Minuten bei 300 pA " in einer 3M" KCl-Losung. - ■ 
chloridiert. • , • • 

.Der Zusammcnbau erfolgte wie beschrieben. Die beiden Glas- 
Mikropipetten werden sofort mit Kleber, vorzugaweise einem 
handcls'iiblichen Cyanacrylatkleber (z.B, Tesa 00 ' Sekundenkleber , 
10 Beiersdorf AG, Hamburg/ Deutschland) aneinander befcstigt. 
. Das ', freie, der silikondichtung abgewandte Ends der zweiten 
Glas-Mikropipette wird anschliefiend in einen konveritionellen 
Elektrodenhalter eingeftthrt. Dieser ElekLroderihalter enthfllt 
ein in KunsLstoff gefasstes Ag-AgCl-Plattchen, ' das als Refe- 
15 renzelektrode dient . 

Derjenige Bereioh der aufteren Glas-Mikropipett®, in dem sich 
die. chloridicrbe Spitze der Silbereloktrode bef iridet , wird 
mit einem 5 mm breiten Ring aus Acxylfarbe verseh^n, da das 
20 elektrische Potential an der Ag/AgCl^-Elektrode lichtsensitiv 
ist. 




An-125/Han 
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Bezugszeichenliste 

Im FoLgenden sind 5 Zeichnungen aufgeftthrt. 



5. 1. nichb vernetzendes Silikon 
2. Objektiv des Mikroskops 
3.. deistilliert.es "Wa$iser 
♦ 4. erste Glas^Mikropipette (auiiere Pipette) 
5. 'stelle zuni Ansetzen des Adapters 
10 6. .Behalter-Kapillare . 

7 . Halter v 

8. vernet'zendes Silikon 
_ • 9. FQllkapillare mit Enzymelcktrolyt 

10. D1 chtungsschraube 
15 11- Guitimidichtung § 

12. Adapte'rkopf ' 

13. Metallrohr zum Elngpannen des Adapters in Mikromanipula 
tor 

14. Kunststof fschlauch . (nur An fang und finde eingezeictinet J 
20 15. Dre.i wegehahn 

16. Luerlock-Anschluss 
, t 17. Sprit ze (50 ml) 

18. Bnzyxneiektrolyt 

19. Kleber i' 
2 5. 20. pll-sensitive Mikroelektrodc 

21. Referenzelektrode 

22. Silikondichtung . 

23. zweite Gl as-Mikrop.ipeLLo (innere Pipette) 

24. Protoneri-scnsitiver Cocktail 
30 25. Stelle zum" An set z en des ■ Blektrodenhalters 
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Figure 1: . . ' 

Schematische Darstellung. der Einbringung des nicht vernetzen- 
■den Silikonbls (1) in die Gl.as-Mikropipette (4). .unter iridkro- 
skopischer Kontrolle (2) . Die Spitz© der Glas-Mikropipette 
5 (4) 1st mil dcstilliertem Wasser (3) gefullt. .Der Adapter 
wird i am hinteren Ende (5) der Kapillare aufgesetzt. Die 
wassergef Uilte Glas-Mikropipette wird in die, Kapillare (6) 
mit~ dem Silikonrtl (1). eingcfuhrt. Durch Kolbenhub. der Adap- ■ 
' tersprilze (a.- Fig- 3) wird ein Unterdruck. erzeugt und sili- 
10 konSl (1) .in die Glas-Mikropipette (4) ges'augt. 

Figure 2: * * 

Schematische DarstoLlung des Einbringens des vernetzendcn 
SilikonSJLs (8). Das vernetzende Silikonttl , (8), wird auf dch 

15 Halter (7) aufgetragen und mit der Glas-Mikropipotte (4) in 
Kontakt gebracht . Nach Kerausziehen der Glas-Mikropipettc (4) 
.aus dem nicht vernetzenden Silikonol (8) wird die Fullkapil- 
lare mit enzymhaltigem ttlektrolyt (9) von hinten in die, Glas- 
Mikropipette (4) eingebracht. 

20 , 
Figu re 3: ' 

Darstellung irn Querschnitt: Adapter zum Einsaugen von nicht 
vernetzendem SilikonSl (1) in die Spitze einer Glas- 
Mikropipotto (4). Der Adapter bestehb aus Dichtungsachraube 
25 (10)/ GummAdi chtung (11), Adapterkopf (12) , einem Metallrohr 
(13) zum Einspannen des Adapters in den Mikromanipulator und 
einem Kunststof f schlauch (14) .. 

Figure 4 : ' 
30 Schematische Darstellung der fertigen Mikrosonde: Die Mikro- 
sonde besteht aus zwei* konzentrischen, ineinander geschobenen 
Glas-Mikropipetten (4 und 23), die mit einem Kleber (19) ■ 
aneinander befestigt sind. Die innere Glas-Mikropipette (23) 
• enthait eincn mit Ref erenzpuf fer uberschi.chteten Protonen- 
<• 

An,125/Han 
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sensitiven Cocktail (24). Innere Glas-Mikropipette, niit 
.Rcferenzp ; uffer ubersch'ichteter Protoiien-sensitivor Cocktail 
und Arbei tsfcl ektrode bilden gemeinsam die pH-sensitive Mikro- ' 
elektirode (20) , Dabei wird als Arbeitselektrode bevorzugt * 
5 eine solche Elektrode verweiidet, die in einen konventionellen 
Elektrodenha.1 ter integriert ist. Die pH-sensitive Mikroelekt- 
rode (20) wird in der Spitze der aufioren- Glas-Mikropipette 
(4) positioniert. Die Spitze der pH-sensitiven Mikroelektrode 
(20) be'findet. sich dabei etwa'20 urn hinter der Spitze der 
10 Sufteren Glas-Mikropipette " (4) die mit einer nach dem erfin- 
dungsgemaflen Verfahren hergestellten . Silikohdichtung (22) 

vorschlossen ist. Der Raum zwischen auJJerer Glas-Mikropipette 

i 

(4) und pH-sensitiver Mikroelekirode (20) isf mit einer 
EnzymlSsung (18) gclullt. Eine . Ref erenzelektrode f21) verbin- 
15 det die Enzymlosung mit der Erdung. Das hintere ' End©. (25) der 
pH-sensitive'n Mikroelektrode wird mit einem konventionellen 
Elektrodenhal tcr verbunden. 

Figure 5 : 

20 Schematische Darstel lung der, Spitze der fertigen Mikrosbnde: 
In der Spitze der aufieSren, ersten Glas-Mikropipette (4) 
befindet sich die nach dem erf indungsgemaften Verfahren herge- 
stellte Silikondichtung (22) . , Der Raum hinter dieser Silikon- 
dichtung (22) ist mit Enzyme] ektrolyt (18) gefullt. Die 

25 Spitze der zweiten Glas-Mikropipette (23). wird in die' Spitze 
der ersten. Glas-Mikropipette (4) geschoben. In der Spitze der 
zweiten Glas-Mikropipette (23) befindet sich ein Protonen- 
sclekLiver Cocktail (24). . . 
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Paten tanspriaclie 

.•1. Dichtung fttr Sonden zur Messunq von Gaskonzeritrationen, 
dadurch gekcnnzeichnet, dass sie aus elner Mischung von 
5 Siiikon-L'olymeren besteht, die permeabel fur GasmolekQlc* 

1st. : . . . 

2. Verrahren zur Hcrstellung einer Dichtung innerhalb einer 
Glas-Mikropipette, vorzugsweise • in' der Spitz© einer Glas- 

10 Mikropipatte, im Besonderen einer Silikondichtung ' f tir 

Mikrosonden zur Messung von Gaskonzentrationen, gekenn- 
zeichnet ■ durch folgende Schritte: , 

1. Einsaugen eines nicht , vernetzenden Silikonols in 
* eine filUssigkeitsgef ullte, bevorzugt init- W'asser ge- 

15 . fUllte Glas-Mikropipette. 

2, HerausdrUckeri Uberschussigen nicht vernetzenden Si- 
likonais. . 

3- F.intauchen der Spitze der Glas-Mikropipette in ei- 
nen Tropfen vernetzenden Silikonbls 
20 4. SpiLze der Gla«s-Mikropipette fur mindestons 5 Se- 

kunden im vernetzenden Silikonol belassen, 

5. Glas-Mikropipette aus dem vernetzenden Silikonol , 
horaus zichen,' 

6. Schritte 4 bis -6 bis ' zum Erreichen des gewiinschten 
25 Vernet zungsgrades wiederholen- 

7. AusharLen der Silikondichtung. 

3. Verfahren zar Herstellung einer Dichtung fUr Mikrosonden, 
■ bevorzugt einer Silikondichtung* fUr Mikrosonden zur Mes- 

.30 . sung von Gaskonzentrationen, gemaJi Anspruch 2, dadurch 

gekennzeichneb, dass die Glas-Mikropipette aus Borosili- 
' kat, Aluminiums ilikat oder Quarzglas besteht. 
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4. Verfahren zur Herstellung einer Dichtung ftir Mikrosonden-, 

i . 

' bevorzuqt eine Silikondichtung * f ur Mikrosonden zur jYIes- 
sung von Caskonzent'rationen, gem&Ji Anspruch 2 und 3, da-; 
durch gekenn>:cichnet, * dass die Diqhtung einen Innendurch- 
5 mcsser kleiner oder gloich.12 um, bevorzuqt zwischen 0,5 

)im und 2 piu, ganz besonders bevorzugt zwischen 1,75 und 2 
pm besit'zt- 

5. 'verfahren 7.ur Herstellung einer Dichtung far Wikrosonden, 
10 bevorzutft eine Silikoridichtung f tir , Mikrosonden zur Mes- 

sung von Gaskonzentrationen, gemaJi • einem der Anspruche 2 
bis 4, dadurch gekennzeichnet , dass die Dichtung eine 
Lange kleiner oder gieich .50 pm, bevorzugt zwischen 5 \im 
' - v A und 20 pm r ganz besonders bevorzugp zwischen 8 \im uhd 12 

15 , 'jam besitzt. 1 

6. Verfahren zur Herstellung einer Dichtung fUr' Mikrosonden, 
bevorzugr. einer Silikoridichtung ftir Mikrosonden zur Mes- 
sung von Gaakonzentrationen, gemaft einem der Anspriiche' 2 

20 .bis 5; dadurch gekennzeichnet, dass das verwendete Sili- 

con elcklzrische Isolatoreigenschaf ten besitzt. 

x ' 7. Verfahren zur Herstellung einer Dichtung fur Mikrosonden, 

bevorzuqt einer Silikoridichtung fpr Mikrosonden zur-Mes- 
25 sung von Caskonzentrationen, gemaft einem der Artsprtiche 2 

bis 6, dadurch gekennzeichnet, • dass die Spitze der Glas- 
Mikropipette einen Innendurchmes^ser kleiner oder gieich 4 
Vim besi.tzt . ' . 

30 8. Verfahren ziar Herstellung einer Dichtung fur Mikrosonden, 
bevorzugt einer Silikondichtung f(ir ' Mikrosonden zur Mes- 
sung von Gaskonzentrationen, gemaft Anspruch 7 , dadurch 
gekennzeichnet, dass die Glas-Mikropipette vor dem 
Einsaugen des nicht vernetzenden Silikonols mit Wasser 
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befullt wird, dem eine -oberf l&chenaktive Substanz, bevor- 
zugt ein nichtionisches Tensid," zugfesetzt wurde und dass 
im Falle dcs Zusetzens der oberf iMchenaktiven Substanz 
das Herausdriicken QberschUssigen nicht vernet zenden Sili- 
5 konais gonial* den Verf ahrensschritten < 2 ' und '3 nach An- 1 

spruch 2 entfailf. 

9. Verfahren zur Herstellung. einer Dichtung fur Mikrosonden, 
. bevorzugt einer Silikondichtung far Mikrosonden zur .Mes- 

10. sung von Caskon^entrationen,. gem^B einem der AnsprOche 2 

bis. 8 7 dadurch gekcnnzeichnet , dass die Glas-Mikropipette 
vor Herstellung der Dichtung silanisiert wird. 

10. Verfahren zur Herstel lung einer Dichtung fur Mikrosonden, 
15 bevorzugt einer Silikondichtung fur Mikrosonden zur Mes- 

sung von Gaskbnzentrati onen, gemali einem der AnsprQche 2 
■ bis 9, dadurch gekennzeichnet, dass as eich bei dera nicht 
vernetzenden Silikonol urn ein nicht vernetzendes Silikon- 
c-1 mit Trimethyl-Siloxy-Endgruppen handelt, bevorzugt urn 

20. ein nicht vernetzendes Polydimethylsiloxan mit' Trimethyl- 

Siloxy-Endgruppen, besonders bevorzugt urn Gin nicht ver- 
netzendes Polydimethylsiloxan mit Trimethyl-Siloxy- 
Endgruppen und einer Viskositat zwischen 0,02 und 0,5 
Stokes , ganz besonders bevorzugt um ein nicht vemetzen- 

25 des Polydimethylsiloxan mit Trime thyl-Siloxy-Enc^gruppen 

und einer viskositat z-wischen 0,05 und 0,1 Stokes . 

11. Verfahren zur Herstellung einer Dichtung fur Mikrosonden, 
bevorzugt einer Silikondichtung fur Mikrosonden zur Mes- 

30 sung von Gaskdnzentrat.ionen/ gein&fl einem der Anspruche 2 

bis 10,- dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei dem ver- 
netzenden Silikon um ein Gemisch aus Dimethylsiloxan mit 
. endstandigen Hydoxy.l gruppon und Trimethyisiloxan sowie 
einem Vernetzer handelt, bevorzugt um ein vernetzendes 
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RTV-Silikonttlgemisch aus Dimethyisiloxari mit ends hand! gen 
Hydoxyl gruppen und Tr1 methyl siloxan • sowie eincm Vernet-' ■ 
zer,- besonderg bevorzugt' um oin. vernetzendes RTV- 
Silikonqlgemisch axis Dimethylsiloxan mit endstSndigen 
Hydroxylgruppen und Trimethylsiloxan sowie 5-10 % Me- 
thyltriflieLhovysiioxan als Vernetzer, ganz v besonders be- 
vorzugt urn ein vornetzendes RT.V-Silikonolgemisch aus Di- 
methylsiloxan mit endstandigen Hydoxylgruppen und Tfi- 
t methylsi.1 oxan spwie 5-10 % Methyltrimethoxysiloxan als 
Vernetzer, wobei das vernetzende RTV-Silikonolgemisch aus 
Dimethylsiloxan mit endstandigen Hydroxylgruppen und Tri- 
methylsiloxan sowie 5-10 % MethylLrimethoxysiloxan als 
Vernelzcr cine Viskositat kleiner oder gleich 28i000cSt 
bes.itzt. 



15 




12. Verfahren gemafl einem der Anspriiche 2 bis 11, dadurch 
gekennzeichnet, dass die Silikondichtung fur 2 bis 6 
Stunden, bei Raumtempcratur ausgehartet wird, bevorzugt, 
besonders bevorzugt fur 3 bis 5 Stunden bei Raumtempera- 

20 tur, ganr. besonders bevorzugt fur 4 Shunden bei Raumhem- 

peratur . 

13. V6rf ahren. gemSfl einem der AnsprUche 2 bis 12, dadurch 
gekennzeichnet, das 6 die Silikondichtung in feuchter WMr- 

25 - mc bei 40-80 °C ausgehartet wird, bevorzugt fur 0,5-4 

Stunden bei 50-70 °C, besonders bevorzugt far 45-7 5 min 
bei 55-65 °C* 1 



30 



14. Verfahren zur Herstellung einer Mikrosonde zur Messung 
von Gaskbnzentrationen. unter Verwendung einer' Dichtung 
gemafc Ans : pruch 1, gekennzeichnet durch f ol'gende ' Schritte 
1. Herstellung der Dichtung gemaJi einem der Anspriiche 2 
bis 13, wobei die Glas-Mikropipett© naoh dem Heraus- 
ziehen aus dem vernetzenden Siiikonol gemSfl Verfah- 
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rensechritt 5 nach Anspruch 2 im Falle des Er-reichens 
. des gewttnschten Vernebzungsgrades genial Verfahrens- 

schritt 6. nach Anspruch 2 zunachst mit einer EnzymlG- • 
sung dotiert .wird und die Dichtung ansehliefcend gemafi 
; Verfahrensschritt 7 nach Anspruch 2 ausgehartet wird 
2. Def Ullen einer zweiten Glas-Mikropipette. mit einer L6- 
sung aus eincm Protonen-sensitiven Cocktail und einem 
flassigem Polymer, wobei das Befttllen von. der der ' 
Spit*e abgewandten, Seite der Glas-Mikropipette erfolgt 
• 3'. Ausharten des Gemischeg aus Protonen-sensitivem Cock- • ■ 
tail und Polymer, so dass sich die Spitze der Pipette 
verschlicfit . 
.4. Oberschichten des ausgeharteten Gemisches mit Proto-' 

nen-sensitivem Cocktail und eincm Ref erenzpuf f cr 
5. Einfuhren einer Arbeitselektrode in die zweite Glas- 
Mikropipette 

,6. Einfuhren einer Rcferenzelektrode in die erste Glas- 
Mikropipette 

7. Spitze der zweiten Glas-Mikropipette unter Wahrung oi- • 
nes Abistandes zwi schen der Spitze der zweiten. Glas- 
Mikropipette und der Silikondd chtung in die erste 
Glas-Mikropipette schieben . 

8. beide G] as-Mikropipetten durch Kleber aneinander be- 
f estigen 

15. Verfahren zur Herstel.lung einer Mikrosonde zur Messung 

von Gaskonzentrationon gemaA Anspruch 14 unter Verwendung 
einer Dichtung gemafi Anspruch 1> dadurch gekennzeichnet , . \ 
dass nuf den Einbau der Arbeitselektrode gemafi Verfah- 
rensschriLL 5 nach Anspruch 14 verzichtet wird und statt- 
dessen nach der Befestigung der beiden Glas-Mikropipetten 
durch- Kleber gemafl Verfahrensschritt 8 nach Anspruch 14 
' das hintere Knde der zweiten Glas-Mikropipette mit einem 
konventionellen Elektrodenhalter verbunden wird, wobei 

An-125/Han 



21 FAXG3 Nr: 567814 von NVS:FAXG3.I0.0201/0641 9436499 (Seite 28 von 34) 



5 




24/29 



der Eloktrodenhalter eina Blektrode aus einem Metall und 
einem- Sa] 7 dieses Metalls enthalt, 

16. Verfahron zur . Herstellung . einer Mikrosonde zur' Msasung 

yon Gaskonzentrationen gemaJi Anspruch 15 unter Ver,wendung 
einer EhLchtung gemSIS Anspruch 3, dadurch gekennzeichnet, 
dass die' Elektrodc aus einem Silber-Silberchlorid- " ' 
Piatt chen besteht, das. in Kunststoff gefa.sst ist. 

10 17. Verfahren' zur Herstellung einer Mikrosonde zur Messung 
von Gaskonzentrationen gemallJ einem der Anspriiche 14 bis 
16, dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei dem Enzym um 
Carboanhydrase handelt. 

15 18. Verfahren zur Hersteliung einer Mikrosonde zur Messung 

von Gaskonzentrationen gemaJi Anspruch 17, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass dem Knzym ein Oxidationsschutz zugesetzt 
wird, bevorzugt ein Oxidationsschutz aus der Gruppe As- 
corbinsaure, Glutathion, Catechine, Benzoesaure, Rosma- 

20 . . rinsaure, besonders bevorzugt AscorbinsSure . 

19. Verfahren zur UerstelJung einer . Mikrosonde zur Messung 
von Gaskonzentrationen gemafi einem der Anspruche 14 bis 
18, dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei den Elektro- 
den um nicht toxische Elektroden handelt,. bevorzugt um 



25 




Silber-Silberchlorid-Elektroden. 



20. Verwendung einer Dichtung' in einer Mikrosonde gemafl einem 
der AnsprUche 14 bis 19, dadurch gekennzeichnet, dass die 
30 Mikrosonde IUr Messungen von Gasen.auS der Gruppe Kohlen- 

dioxid, Ammoniak und Sauerstoff, bevorzugt fur die Mes- 
sung Von Kohlendioxid,- vcrwendet wird. 
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21. .Verwendung einer Dichtung in, einer Mikrosonde gemafc einem 
der Ansprvlche 14 bis 20, dadurch gekennzeichnet , dass* die 
Mikrosonde far Untersuchungen von biologischen Systemen 
eingeselzb wird. 

22. Verwendung einer Dichtung in' einer Mikrosonde gemafi 

Anspruch 21,.. dadurch gekennzeichnet , dass die -Mikrosonde 
tUr Untersuchungen von Gasen in phytophysiolqgischen Sys- 
t.emen eingeseLzt wird, bevorzugt ftir die' Messung der 
Zellatmung-, besonders 'bevorzugt far tiieMessiing von Koh- 
lendioxid und/oder NH., in Pf lanzenblattern., ganz beson- 
ders bevorzugt fur hoch auflosende Kohlendioxid- und/oder 
NH 3 -Messungen an einzelnen SLoxnata von Pf lanzenblattern . 
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•Figure ' 4 : 




I 
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